ВИЗНАЧЕННЯ ТЕРМІНУ ЗБЕРІГАННЯ ТА СТАБІЛЬНОСТІ ІНФЕКЦІЙНОЇ АКТИВНОСТІ КУЛЬТУРАЛЬНИХ АНТИГЕНІВ ШТАМУ ГВК 1 Ж ТА КЛОНУ ГВК 2 ТТ ДЛЯ ПОСТАНОВКИ РДП by Antonuk, A. et al.
Науковий вісник ЛНУВМБТ імені С.З. Ґжицького, 2016, т 18, № 3 (70) 
Scientific Messenger LNUVMBT named after S.Z. Gzhytskyj, 2016, vol. 18, no 3 (70) 
8 
 
Науковий вісник Львівського національного університету ветеринарної медицини  
та біотехнологій імені С.З. Ґжицького 
Scientific Messenger of Lviv National University of Veterinary Medicine and          




ISSN 2413–5550 print 







Визначення терміну зберігання та стабільності інфекційної активності  
культуральних антигенів штаму ГВК 1 Ж та клону ГВК 2 ТТ  
для постановки РДП  
 
А.А. Антонюк, О.В. Дишкант, О.А. Нікітін  
antonyuk.doc@mail.ru 
 
Житомирський національний агроекологічний університет, 
Старий бульвар, 7, м. Житомир, 10002, Україна 
 
Встановлено, що джерелом збудника ГВК–1 та ГВК–2 є жеребці та кобили старше року. Удосконалили раніше запро-
поновані серологічні методи діагностики. З метою отримання антигенів проведено культивування герпесвірусу першого 
типу на перещеплювальній культурі клітин епітелію тестикули поросяти. Герпесвірус другого типу – на перещеплювальній 
культурі клітин епітелію трахеї теляти. Для визначення інфекційної активності культуральної вірусовмісної рідини про-
водили в реакції гемаглютинації з суспензією еритроцитів коня. Вірусні антигени для постановки реакції дифузної пре-
ципітації, щодо герпесвірусної інфекції першого та другого типу у коней досліджували на мікробну контамінацію. 
Виявлено, що зберігання культурального консервованого антигену ГВК 1 в замороженому стані при температурі мінус 
18 °С можна проводити протягом 12 місяців, оскільки інфекційна активність його в нативному стані не змінилаль протя-
гом вказаного періоду. 
З’ясовано, що при концентруванні антигену ГВК 1 оптимальне його розведення становить 1:20. При оцінці антигена 
ГВК 2 придатним для постановки реакції дифузійної преципітації (РДП) є його концентрація від 1:60 до 1:20. Концентро-
ваний антиген ГВК 2 в 30 раз, придатний до використання в розведенні 1:2 в РДП, а при розведені 1:4 не завжди утворює 
специфічну лінію преципітації. 
Ключові слова: герпесвірус, інфекція, культивування, вірусна рідина, антиген, жеребці, кобили, реакція дифузійної пре-
ципітації (РДП), робоча доза, суспензія еритроцитів, лінія преципітації, гіперімунна сироватка, живильне середовище.  
 
Определение срока хранения и стабильности инфекционной активности 
культуральных антигенов штамма ГВК 1 Ж и клонам ГВК 2 ТТ  
для постановки РДП 
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Установлено, что источником возбудителя ГВК–1 и ГВК–2 есть жеребцы и кобылы старше года. Усовершенствовали 
раньше предложенные серологические методы диагностики. С целью получения антигенов проведено культивирование 
герпесвируса первого типа на перевиваемой культуре клеток эпителия тестикулы поросенка. Герпесвирус второго типа – 
на перевиваемой культуре клеток эпителия трахеи теленка. Для определения инфекционной активности культуральной 
вирусовместительной жидкости проводили в реакции гемагглютинации с суспензией эритроцитов коня. Вирусные антиге-
ны для постановки реакции диффузионной преципитации к герпесвирусной инфекции первого и второго типа у лошадей 
исследовали на микробную контаминацию.  
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Выявлено, что сохранения культурального консервированного антигена ГВК 1 в замороженном состоянии при темпе-
ратуре минус 18 °С можно в течение 12 месяцев, поскольку инфекционная активность его не снизилась после шести ме-
сячного хранения в замороженном состоянии. 
Выяснено, что при концентрации антигену ГВК 1 оптимальное его разведение представляет 1:20. При оценке антиге-
на ГВК 2 пригодной для постановки реакции диффузионной преципитации (РДП) является его концентрация от 1:60 до 
1:20. Концентрированный антиген ГВК 2 в 30 раз, пригодный к использованию в разведении 1:2 в РДП, а при разведенные 
1:4 не всегда образует специфическую линию преципитации. 
Ключевые слова: герпесвирус, инфекция, культивирование, вирусная жидкость, антиген, жеребцы, кобылы, реакция 
диффузионной преципитации (РДП), рабочая доза, суспензия эритроцитов, линия преципитации, гипериммунная сыворот-
ка, питательная среда. 
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Getting a culture herpesviridae antigens first and second types is possible using cell cultures inoculated epithelial pig testicles 
and tracheal calf respectively. The incubation herpesviridae first and second types should be conducted on the above lines in cell 
culture incubator at a temperature of 37,5 °C for up to 10 days. To maximize the release of virus from cell culture fluid viral after 
incubation need three frozen at temperatures from –18 °C to + 20 °C. The resulting liquid is purified viral the culture by 
centrifugation. Determining the infectious activity of the culture liquid viral performed in response hemagglutination of horse 
erythrocytes suspension, and the material is titrated to 1: 128 in the two recurrence. Accounting reaction was performed at 2, 4, 6 
and 8 hours. Infectious material volumetric activity was 1:4. Getting antigens envisages concentrating liquid viral culture fluid by 
reverse dialysis. To do this, conducted a study to identify the optimal concentration of antigen suitable for setting reaction diffusion 
precipitation. At 1:10 antigen concentration result of different reactions, depending on the account of the diffusion precipitation 
reactions. When concentration of EHV–1 antigen was found that the optimum dilution for its RDP is 1:20. In assessing the EHV–2 
antigen, found that suitable for setting reaction diffusion precipitation RDP is an antigen concentrated from 1:60 to 1:20. In 
practical terms, most rational use of antigen, concentrated 20 times.Keeping culture antigens can be conducted frozen at minus 18 ° 
C, for 12 months because after six months of storage of the frozen infectious activity was not decreased. And in research in 12 
months noted a line of precipitation in native samples and serum diluted 1:2. Working antigens for diffuse precipitation reaction 
must be sterile on various forms of bacteria and fungi. Therefore, samples of viral antigens were plated on agar culture media for 
general purpose (plain agar), after having spent preserving antigen using 0.01% solution mertiolyatu rate of 0.1 sm3/1sm3 culture 
fluid. Using such an environment can detect material in the test organisms belonging to different morphological groups. Research 
sterility subjected to viral antigens, herpesviridae infection on the first type of herpesviridae infection and the second type. 
Key words. Herpesvirus, infection, culturing, viral liquid, antigen, stallions, mares, reaction diffusion precipitation (PRD), the 




Конярство є однією із важливих галузей сільського 
господарства України. Останнім часом в результаті 
інтенсивного ведення конярства спостерігається тен-
денція до поширення латентного перебігу інфекцій-
них захворювань (Galatjuk and Kan'ovs'kij, 2003). Се-
ред них найбільш поширеними є герпесвірусні інфек-
ції першого (ГВК–1) та другого типу (ГВК–2) у коней. 
Герпесвірусні інфекції завдають значних економічних 
збитків конярству, які складаються з втрати відтво-
рювальної здатності конематок, вибраковки цінних 
племінних тварин, затрат на проведення ветеринарно–
санітарних заходів (Apatenko, 2003). 
В природних умовах вірус вражає коней, ослів і 
мулів незалежно від статі, породи та віку. 
Чистокровні коні більш сприйнятливі до збудника, 
ніж напівкровні і аборегенні породи. Захворювання, 
що виникло в конегосподарстві, набуває характеру 
стаціонарної інфекції. Гострий перебіг хвороби 
чергується з періодами прихованого атипового 
прояву, що значно ускладнює постановку діагнозу 
(Busol et al.,1996; Robinson, 2007). 
У системі заходів боротьби з герпесвірусною 
інфекцією важливе значення має надійна діагностика 
хвороби. На сьгоднішній день ідентифікація збудника 
віруса герпеса проводиться в спеціалізованих 
лабораторіях і включає вірусологічні (культуральні) 
дослідження та молекулярно–генетичні (ПЛР). На 
місцях проводять клініко–епізоотологічні та 
серологічні дослідження. Проте запропоновані раніше 
серологічні методи діагностики вимагають 
подальшого удосконалення і це також стосується 
засобів та методів профілактики хвороби (Busol et al., 
1996).  
Актуальність теми. Серед найбільш поширених 
інфекційних захворювань коней є герпесвірусні 
інфекції. Досліди, що проведені доцентом 
М.Л. Радзиховським, вказують на те, що жеребці є 
переносниками герпесвірусів, а зараження 
відбувається саме під час парування тварин 
(Radzyhovs'kyj, 2006). В наших дослідженнях, які 
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проводяться з 2004 року встановлено, що джерелом 
збудника ГВК–1 та ГВК–2 є жеребці та кобили 
старше року. Це є надзвичайно актуальним питанням 
ветеринарної науки і практики оскільки потребує 
удосконалення лабораторної діагностики ГВК–2 та 
лікувально–профілактичних заходів. 
Мета та завдання дослідження. Удосконалити 
лабораторні методи діагностики герпесвірусних 
інфекцій коней, зокрема обумовленої ГВК–1 чи ГВК–
2 (або одночасно ураженням обома типами). 
 
Матеріал і методи досліджень 
 
Дослідження виконували згідно з планом науково–
дослідних робіт кафедри мікробіології, фармакології 
та епізоотології Житомирського національного 
агроекологічного університету та на базі Нагірянської 
філії ПрАТ «Райз–Максимко», с. Нагірянка 
Чортківського району Тернопільської області. 
Провели епізоотологічний моніторинг сумісного 
перебігу герпесвірусної інфекції 1–го та 2–го типів та 
удосконалили існуючі лабораторні методи 
діагностики. 
 
Результати та їх обговорення 
 
З метою отримання антигенів ми проводили куль-
тивування герпесвірусу першого типу на перещеплю-
вальній культурі клітин епітелію тестикули поросяти. 
Герпесвірус другого типу культивували на перещеп-
лювальній культурі клітин епітелію трахеї теляти. 
Інкубацію герпесвірусів першого та другого типів 
проводили на вищезгаданих лініях культур клітин в 
термостаті при температурі 37,5 °С терміном до 10–ти 
діб. Після інкубування вірусовмісну культуральну 
рідину тричі переморожували при температурних 
режимах від –18 °С до +20 °С, для максимальної руй-
нації клітин і звільнення вірусу. Отриману культура-
льну вірусовмісну рідину центрифугували (10 – 20 
хвилин при 2000 об/хв., 200g) для очищення від вели-
ких частин. Для визначення інфекційної активності 
культуральної вірусовмісної рідини проводили поста-
новку реакції гемаглютинації з суспензією еритроци-
тів коня. Реакцію ставили по загальноприйнятій мето-
диці в 96–лункових мікропланшетах, розтитровуючи 
досліджуваний матеріал до 1:128 в двох повторюва-
ностях. Облік реакції проводили через 2, 4, 6, та 8 
годин. Результати реакції представлені на рисунку 1.
  
 Рис. 1. Аглютинація еритроцитів коня герпесвірусом коней.  
Примітки: «К–1» – контроль (фізіологічний розчин + вірусна рідина + суспензія еритроцитів). 
«К–2» – контроль (фізіологічний розчин + суспензія еритроцитів), на спонтанну аглютинацію еритроцитів. 
 
З рисунка 1 видно, як в лунці 2, що відповідає роз-
веденню 1:4, відмічається аглютинація еритроцитів, 
які осідають у вигляді рівномірної плівочки утворю-
ючи так звану «парасольку». Починаючи з лунки три 
що відповідає розведенню 1:8 відмічається осідання 
еритроцитів у вигляді «ґудзика», що вказує на відсут-
ність аглютинації. 
Отже, інфекційна активність титрованого матеріа-
лу становить 1:4. 
Наступним етапом отримання антигенів було про-
ведення концентрування вірусовмісної культуральної 
рідини методом зворотного діалізу рисунок 2. 
Далі проводили дослідження з виявлення оптима-
льної концентрації антигену, придатного для постано-
вки реакції дифузійної преципітації таблиця 2. З да-
них таблиці видно, що при концентрації антигенів 
1:10 результат реакції різний в залежності від прове-
дення обліку реакції дифузійної преципітації. 
  
Рис. 2. Концентрування культуральної вірусо-
вмісної рідини 
При концентруванні антигену ГВК–1 було встано-
влено, що оптимальне його розведення для проведен-
ня РДП становить 1:20. При оцінці антигена ГВК–2, 
було встановлено, що придатним для постановки 
реакції дифузійної преципітації РДП є антиген, кон-
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найраціональніше використовувати антиген, концент-
рований у 20 разів. 
Результати щодо визначення робочої концентрації 
культуральних антигені ГВК 1та ГВК 2 для постанов-
ки РДП представлені в таблиці 1. 
Таблиця 1 
Результати визначення робочої дози (концентрації) 




Результат через год. 
24 48 72 96 
1:100 ±±*/±** ±/± ±/± –/– 
1:80 ±/± ±/± ±/± –/– 
1:60 ±/+ ±/+ +/+ ±/± 
1:30 ±/+ +/+ +/+ ±/+ 
1:20 +/± +/+ +/+ +/± 
1:10 +/– –/– ±/± –/– 
Примітка: * – ГВК 1; ** – ГВК 2. 
 
Зберігання культуральних антигенів ми проводили 
в замороженому стані при температурі мінус 18 °С, 
попередньо проводили консервування антигену, за 
допомогою 0,01% розчину мертіоляту з розрахунку 
0,1 см3/1 см3 культуральної рідини, для знищення 
додаткової мікрофлори. Кількість консерванту який 
необхідно додавати визначали поступовим збільшен-
ням дози розчину мертіоляту, контролюючи висіван-
ням антигену на поживні середовища.  
Отримання антигену передбачає перевірку на мік-
робну стерильність Зразки вірусних антигенів з в 
кількості 0,5 см3 висівали на агарові живильні середо-
вища загального призначення (МПА). Використання 
такого середовища дозволяє виявити в досліджувано-
му матеріалі мікроорганізми, що належать до різних 
морфологічних груп. Дослідженню на стерильність 
піддавали вірусні антигени, щодо герпесвірусної ін-
фекції першого типу та герпесвірусної інфекції друго-
го типу (рисунок 3).  
З метою визначення терміну зберігання та придат-
ності антигенів через кожні 6 місяців проводили пос-
тановку реакції дифузійної преципітації  розтитрову-




Рис. 3. Результат висіву культуральних антигенів 
ГВК 1 та ГВК 2 типів з вмістом 0,01 % розчину 
мертиоляту 
 
Результати обліку реакції дифузійної преципітації 
з титрованим антигеном ГВК 1 та гіперімунними 
сироватками представлені в таблиці 2. 
З даних таблиці 2 видно, що протягом шести міся-
ців зберігання антигену в замороженому стані інфек-
ційна активність його не знизилася. При проведені 
дослідження через 12 місяців лінію преципітації від-
мічали в нативних пробах та в розведені сироватки 
1:2. 
Отже, збереження культурального консервованого 
антигену ГВК 1 в замороженому стані при температу-
рі мінус 18 °С можна протягом 12 місяців.   
Результати обліку реакції дифузної преципітації з 
титрованим антигеном ГВК 2 та гіперімунними сиро-
ватками представлені в таблиці 3. З якої видно, що 
концентрований антиген ГВК 2 в 30 раз, придатний до 
використання в розведенні 1:2 для постановки РДП, а 
при розведені 1:4 не завжди утворює специфічну лі-




 Рис 4. Схема постановки РДП 
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Таблиця 2 
Стабільність та термін зберігання культурального 












нативна + + + + 
1:2 + + + – 
1:4 + ± – – 
1:8 ± – – – 
6 місяців 
нативна + + + + 
1:2 + ± ± – 
1:4 ± – – – 
1:8 ± – – – 
12 місяців 
нативна + – – – 
1:2 + – – – 
1:4 – – – – 
1:8 – – – – 
Примітка: «+» – позитивно; «–» – негативно; «±» – сумнівно 
 
Нами було проведено аналіз щодо збереження ак-
тивності даного концентрованого антигену після за-
морожування і повторного його використання. При 
проведені реакції через 6 місяців нами було встанов-
лено, що придатність антигену лишається без змін 
порівнюючи з вихідним матеріалом, а можливість 
використання антигену після 12 місячного терміну 
зберігання в замороженому стані змінюється не знач-
но і дозволяє його використання у нативному вигляді. 
Антиген щодо діагностики герпесвірусної інфекції 
другого типу зберігає свою придатність для постанов-
ки реакції дифузійної преципітації протягом 6 місяців 
без змін порівнюючи з аналоговим антигеном який 
отримували безпосередньо перед необхідністю серо-
логічної діагностики.  
 
Таблиця 3 
Стабільність та термін зберігання культурального 










Нативна + + ± 
1:2 + – – 
1:4 ± – – 
1:8 – – – 
6 місяців 
Нативна + + – 
1:2 + – – 
1:4 – – – 
1:8 – – – 
12 місяців 
Нативна + – – 
1:2 – – – 
1:4 – – – 
1:8 – – – 
Примітка: «+» – позитивно; «–» – негативно; «±» – сумнів-
но. 
 
Даний експеримент визначив і дозволив ефективно 
використовувати антигени ГВК–1 та ГВК–2, при не-
обхідності, без додаткових підготовчих маніпуляцій в 




Таким чином, на основі літературних даних та  
проведених експериментальних досліджень щодо 
визначення терміну зберігання та стабільності інфек-
ційної активності культуральних антигенів штаму 
ГВК 1 Ж та клону ГВК 2 ТТ для постановки РДП 
можна констатувати, що при концентрації антигену 
ГВК 1 оптимальне його розведення становить 1:20. 
При оцінці антигена ГВК 2 придатним для постановки 
реакції дифузійної преципітації (РДП) є його концен-
трація від 1:60 до 1:20. З практичної точки зору най-
раціональніше використовувати антиген, концентро-
ваний у 20 разів. 
Збереження культурального консервованого анти-
гену ГВК 1 в замороженому стані при температурі 
мінус 18°С можна протягом 12 місяців. 
Встановлено, що концентрований антиген ГВК 2 в 
30 раз, придатний до використання в розведенні 1:2 в 
РДП, а при розведені 1:4 не завжди утворює специфі-
чну лінію преципітації тобто відмічається не характе-
рний прояв реакції. 
Антиген щодо діагностики герпесвірусної інфекції 
другого типу зберігає свою придатність для постанов-
ки реакції дифузійної преципітації протягом 6 місяців 
без змін порівнюючи з аналоговим антигеном який 
отримували безпосередньо перед необхідністю серо-
логічної діагностики.  
Перспективи подальших досліджень. У подальшій 
роботі вважаємо за необхідним провести аналіз при-
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